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RESUMEN
Los procesos de criopreservación seminal producen alteraciones estructurales en la célula espermática provocando disminución de la fertilidad 
al descongelado. El objetivo de este trabajo fue estudiar las alteraciones ultramicroscópicas observadas en los espermatozoides felinos 
congelados-descongelados. Se utilizaron 16 gatos (n=16) mestizos, de entre 24 y 36 meses de edad, sanos, con un peso entre 3 y 5 Kg, los cuales 
fueron sometidos a orquiectomía bilateral para la obtención de espermatozoides a partir de la cola del epidídimo con la técnica de cutting. Los 
espermatozoides epididimales se congelaron con dos diluyentes diferentes: un DIL Tris Base y un DIL Tris con el agregado de 0,5% de 
Dimetilformamida y 4,5% de glicerol. Las muestras de espermatozoides epididimales frescos y congelados-descongelados se procesaron y 
observaron en un microscopio electrónico de transmisión JEM 1200 EX II. Se evaluaron 100 cabezas y 100 colas por cada tratamiento. El 
porcentaje de espermatozoides sin daños ultramicroscópicos fue significativamente mayor en el semen fresco que en el semen descongelado 
(80,75±5,64 vs 10,25±1,24; 91,75±2,13 vs 59,27±3,92; p<0,05). Los procesos de congelación-descongelación producen alteraciones espermáticas 
ultraestructurales.
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ABSTRACT
Cryopreservation procedure causes sperm structural disorders decreasing fertility. The aim was to study ultramicroscopic damage observed in 
frozen-thawed sperm. Mixed breed tomcats (n=16) that underwent bilateral orchiectomy at a municipal public pet shelter were used in the study. 
Sperm samples were obtained by cutting the cauda epididymis and frozen using Tris base extender with dimetilformamide 0.5% and 4.5% of 
glycerol or without dimetilformamide and 5% glycerol. Sperm samples were observed in a transmission electron microscope JEM 1200 EX II. For 
each treatment 100 heads and 100 tails were evaluated. The percentage of intact sperm was higher in fresh spermatozoa than frozen-thawed 
sperm (80.75±5.64vs10.25±1.24; 91.75±2.13vs59.27±3.92; p<0.05). Frozen-thawed procedure produce ultrastructural damage.
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INTRODUCCIÓN
 Los espermatozoides felinos pueden ser preser-
vados, luego de su recolección, mediante la adición de 
un diluyente adecuado y su inmersión en nitrógeno 
líquido (criopreservación). Durante los procesos de 
enfriamiento, congelación y descongelación, los 
espermatozoides están sometidos a diferentes tipos de 
estrés, los cuales pueden producir alteraciones 
celulares. Es así que la criopreservación provoca 
alteraciones de las membranas y del metabolismo 
celular causando disminución de la fertilidad al 
descongelado (1,2). Algunos cambios ocurridos en las 
membranas del espermatozoide durante el proceso de 
congelación-descongelación son similares a los 
producidos durante los procesos de capacitación y 
reducen la longevidad espermática (3). Estos cambios 
estructurales de la célula espermática pueden ser 
observables mediante microscopía electrónica (ME). Es 
así que el estudio de la ultraestructura espermática nos 
brinda información detallada sobre la integridad del 
espermatozoide pudiendo ser una herramienta suma-
mente útil en la detección de alteraciones estructurales 
que interfieren en el proceso de fecundación (4).
Para establecer el grado de injuria asociado al 
proceso de congelado-descongelado de los esperma-
tozoides es necesario realizar una serie de estudios, 
entre los cuales el examen morfológico estructural y 
ultraestructural es de vital importancia (1, 5). La ME 
entre otras técnicas es una herramienta sumamente útil 
en el análisis de los espermatozoides después del 
proceso de congelación-descongelación (6). Si bien el 
uso de la microscopía de fluorescencia es una excelente 
herramienta para evaluar la función biológica de los 
espermatozoides, el estudio ultraestructural de una 
delgada sección usando un microscopio electrónico 
puede proveer una información más detallada de la 
estructura subcelular (7, 8). De esta forma, células 
espermáticas morfológicamente normales al micros-
copio óptico (MO) pueden poseer alteraciones 
estructurales detectables al microscopio electrónico. Es 
decir que el uso de la ME permite identificar 
alteraciones en los espermatozoides que no son visibles 
al MO (9).
Se han observado diferentes alteraciones mediante el 
microscopio electrónico de transmisión (MET) y de 
barrido (MEB) en el semen congelado-descongelado. 
Algunas de las alteraciones ultramicroscópicas 
descriptas en el perro son alteración acrosómica, 
distribución irregular del contenido acrosómico e 
hinchamiento, vesiculación de la membrana acrosomal 
externa, hinchamiento y pérdida de la homogeneidad y 
densidad del contenido acrosómico (4, 10). Si bien se 
han observado daños estructurales en diversas 
localizaciones espermáticas, las observaciones 
realizadas sugieren que el proceso de criopreservación 
compromete especialmente la membrana plasmática, la 
membrana acrosomal externa y las mitocondrias (6). 
Estudios ultramicroscópicos realizados por algunos 
investigadores sugieren que el acrosoma es una 
estructura especialmente sensible, siendo el porcentaje 
de acrosomas dañados, uno de los factores que 
compromete la fertilidad de los espermatozoides (11, 
12, 13). 
Sa-Ardrit y col. ( ), congelaron espermatozoides de 6
elefante utilizando 2 diluyentes diferentes, uno con el 
agregado de glicerol y otro con el agregado Dimetil 
sulfóxido (DMSO). El estudio ultraestructural permitió 
observar un mayor porcentaje de espermatozoides 
morfológicamente normales en las muestras congeladas 
con el diluyente que contenía glicerol. Este resultado 
podría atribuirse a la toxicidad del DMSO ya que ambos 
medios poseían osmolalidades similares (1480 mOsm 
DMSO vs 1478 mOsm glicerol) (6). Es así que el estudio 
ultraestructural del semen congelado-descongelado 
permite observar no solo la ocurrencia del daño celular 
sino también la estructura afectada permitiendo estimar 
el impacto protector del diluyente (4, 14).
Debido a que aún no se encuentran estandarizados 
los protocolos de congelación para la preservación de 
espermatozoides felinos, la utilización de la ME podría 
brindar datos que permitan mejorar los protocolos de 
congelación con el consecuente aumento de la 
supervivencia espermática al descongelado. Es así que 
el estudio ultramicroscópico resultaría de gran valor 
para evaluar el comportamiento de un diluyente en los 
diferentes compartimentos celulares. 
El objetivo del presente trabajo fue estudiar las 
alteraciones ultramicroscópicas observadas en los 
espermatozoides felinos congelados-descongelados.
Nuestra hipótesis fue que los espermatozoides 
felinos congelados-descongelados presentan altera-
ciones ultraestructurales relacionadas con la formu-
lación del DIL utilizado. 
MATERIALES Y MÉTODOS
Diseño experimental
Se utilizaron 16 gatos (n=16) mestizos (Felis silvestris 
catus), de entre 24 y 36 meses de edad, sanos, con un peso 
entre 3 y 5 Kg y en actividad sexual en un diseño 
aleatorio (15). Los gatos utilizados fueron incluidos en 
un plan de control urbano de la reproducción. Luego de 
la orquiectomía bilateral (16), los testículos y 
epidídimos (EPI) de cada animal se colocaron 
rápidamente en solución fisiológica (SF) con el 
agregado de 100 IU/ml de penicilina, mantenidos a 
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temperatura ambiente y se trasladaron al laboratorio. 
Los EPI se procesaron dentro de las 4 hs posteriores a la 
orquiectomía, tiempo que se tarda desde la 
orquiectomía hasta la llegada de los órganos al 
laboratorio. Se separó cada cola del epidídimo y se 
atemperaron en un baño termostatizado a 37°C durante 
10 minutos en 0,75 ml de Tris base (Tris 3,025g, ácido 
cítrico 1,27 g, fructosa 1,25 g, agua destilada csp 100 ml). 
La recuperación de los espermatozoides epididimales 
(EE) se realizó mediante la técnica de cutting de la cola 
del epidídimo (17). 
Para realizar la congelación de los EE de los felinos 
experimentales se utilizaron dos diluyentes DIL (n=2) 
diferentes. Los EE obtenidos por cutting se mezclaron 
con un volumen calculado de cada uno de los DIL 
descriptos para obtener una concentración final de 50 
x106 espermatozoides/ml. Se utilizó un DIL TRIS sin 
agregado de DMF [TRIS0] o con el agregado de 0,5% de 
DMF y 4,5% de glicerol [TRISDMF]. El DIL TRIS que se 
utilizará tendrá la siguiente composición: Tris (2,4 g), 
ácido cítrico (1,4 g), fructosa (0,6 g), glicerol (5 g), yema 
de huevo (20% v/v), penicilina sódica (0,06 g), sulfato de 
estreptomicina (0,1 g), y agua destilada (cantidad 
suficiente para (csp) 100ml) (18). Luego de un tiempo de 
equilibración de 20 minutos a 4ºC (19), los EE diluidos 
fueron envasados en pajuelas de 0,25 ml y congelados 
de acuerdo a la técnica descripta por Andersen (20). La 
descongelación de los EE se realizó a 37 ºC durante 15 
segundos (21).
Se realizó el estudio ultraestructural de los EE frescos 
y los EE congelados-descongelados en cada uno de los 
DIL utilizados con el fin de estudiar los cambios que 
provocan los procesos de congelación-descongelación 
sobre la célula espermática en relación al DIL utilizado 
(4).
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Estudio ultraestructural
Microscopía electrónica de transmisión 
Las muestras se fijaron en glutaraldehído al 2% en 
buffer de fosfato (pH 7,2-7,4). Se centrifugaron a 1000 
rpm durante 10 minutos y el pellet obtenido perma-
neció en el fijador durante 2 hs a 4 ºC. La fijación 
secundaria se realizó con tetróxido de osmio al 1 % 
durante 1 hora a 4 ºC y posteriormente, los esperma-
tozoides se deshidrataron en una serie creciente de 
alcoholes y se incluyeron en resina Epoxi (4). Los cortes 
ultrafinos (90 nm) se contrastaron con acetato de uranilo 
y citrato de plomo. Estas muestras se examinaron con 
un microscopio electrónico de transmisión JEM 1200 EX 
II (JEOL Ltd., Tokio, Japón) y se fotografiaron con una 
cámara Erlangshen ES1000W, Modelo 785 (Gatan Inc., 
Pleasanton, California, USA) del Servicio Central de 
Microscopía Electrónica de la Facultad de Ciencias 
Veterinarias, UNLP. Se evaluaron 100 cabezas y 100 
colas. 
Los EE criopreservados se descongelaron y 
procesaron de la misma forma que los EE frescos.
Se calculó el IC de la contrastación ultramicros-
cópicas de acuerdo a la siguiente ecuación: (IC=valor de 
la contrastación descongelado/valor de la contras-
tación en fresco).
Análisis estadístico
Los datos se analizaron mediante ANOVA. Las 
variables categóricas fueron analizadas con PROC 
CATMOD y las continuas con PROC GLM de SAS®.
 
Marco bioético del uso de animales
Los experimentos se realizaron respetando y de 
acuerdo con las recomendaciones internacionales 
especificadas en la guía para el cuidado y uso de los 
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animales de laboratorio y con las recomendaciones de la 
National Academy Science, Washinton DC, USA. Estas 
recomendaciones fueron tenidas en cuenta en lo refe-
rente a la atención médico veterinaria, medio ambiente, 
alimentación, sanidad, identificación, sujeción, admi-
nistración de drogas, toma de muestras sangre y proce-
dimientos quirúrgicos (22). 
 
RESULTADOS 
 En los EE frescos el 80,75±5,64% de las cabezas y el 
91,75±2,13% de las colas mostraron morfología normal. 
En algunas células se observó la presencia de anorma-
lidades como alteraciones acrosomales, defecto de 
“Dag”, colas dobles, cabezas dobles, axonemas 
incompletos (Figs. 1 a 4).
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Figura 1. Espermatozoides frescos. Se observan cabezas 
dobles (flecha gris), gota citoplasmática (flecha blanca), colas 







Figura 2. Espermatozoides frescos. Se observan colas dobles.
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En las muestras de EE congelados-descongelados, 
las alteraciones ultraestructurales observadas fueron: 
hinchazón, formación de pliegues y ruptura en la 
membrana plasmática y acrosomal, vesiculación en la 
membrana acrosomal externa y plasmática y vacuolas 
mitocondriales (Figs. 5 a 8)
Figura 5. Espermatozoides congelados-descongelados. 
Membrana plasmática muy hinchada. Membrana 
acrosomal ligeramente hinchada. 
Figura 3. Espermatozoides frescos. Corte longitudinal a 






Figura 4. Espermatozoide fresco. Defecto de “Dag”: 
caracterizado por el enrollamiento de la cola alrededor de la 
cabeza envuelta por una membrana plasmática intacta. 
Figura 6. Espermatozoides congelados-descongelados. 
Membrana plasmática y acrosomal muy hinchadas.
1 µm 1 µm
Figura 7. Espermatozoides congelados-descongelados. 
Fusión de las membranas acrosomales. Formación de 
vesículas. 
1 µm
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Figura 8. Espermatozoides congelados-descongelados. 
Mitocondrias hinchadas.
0,5 µm
El porcentaje de espermatozoides sin daños 
ultramicroscópicos fue significativamente mayor, tanto 
en las cabezas como en las colas, en los EE frescos en 
comparación con los EE congelados-descongelados 
(80,75±5,64 vs 10,25±1,24; 91,75±2,13 vs 59,27±3,92 
respectivamente, p<0,05).
La localización de los daños ocurridos durante la 
congelación-descongelación pueden observarse en la 
Tabla 1.
Cuando se compararon los daños observados al 
descongelado en cada uno de los DIL utilizados, no se 
encontraron diferencias en el porcentaje total de 
espermatozoides íntegros ni en el porcentaje de 
membrana acrosomal y/o plasmática alterada, 
vacuolización mitocondrial o pérdida de microtúbulos.
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DISCUSIÓN 
El estudio ultramicroscópico realizado nos permitió 
estimar el grado de daño producido por los procesos de 
congelación-descongelación sobre las células espermá-
ticas y sus estructuras así como el efecto protector o no 
de los diluyentes utilizados con el fin de estimar cual 
sería el efecto de los mismos sobre la viabilidad esper-
mática en felinos al descongelado. 
A partir de los datos obtenidos en nuestro trabajo 
podemos afirmar que en los procesos de congelación-
descongelación se producen alteraciones ultraestruc-
turales en la célula espermática que pueden afectar la 
supervivencia y/o capacidad fecundante de los esper-
matozoides felinos criopreservados, como ha sido 
demostrado en otras especies (23, 24).
Woolley y Richardson  evaluaron la ultraestructura 
del espermatozoide humano durante las distintas 
etapas del proceso de congelación-descon-gelación 
detectando, al igual que lo observado en nuestros 
resultados, una disminución de células íntegras luego 
del proceso de criopreservación (25).
La localización celular de los daños observados al 
descongelado en los espermatozoides felinos estudia-
dos en nuestro trabajo concuerda con los sitios de daño 
descriptos en otras especies, luego de que los esperma-
tozoides fueran sometidos al proceso de enfriado, 
congelado y descongelado (4, 26, 27).
Woolley y Richardson en sus observaciones en 
espermatozoides humanos, destacaron alteraciones 
acrosomales como hinchazón y aumento de la 
heterogeneidad del contenido acrosomal, estando 
limitado al segmento apical, ya que el segmento 
ecuatorial se mantuvo inalterado (25). Nuestros 
resultados muestran que en el gato doméstico las 
alteraciones que predominan en la cabeza son la 
ruptura o hinchazón, en distintos grados, de la 
membrana plasmática y ausencia del acrosoma.
La formación de vesículas observadas mediante ME 
en la membrana acrosomal de algunos espermatozoides 
felinos congelados-descongelados representaría 
cambios similares a la capacitación ocurridos durante el 
proceso de criopreservación tal como se ha descripto en 
otras especies (28, 29, 30). Las vacuolas encontradas en 
las mitocondrias de los espermatozoides criopre-
servados podrían estar relacionadas con el acumulo de 
agua o con un proceso degenerativo, hecho descripto 
por algunos autores en relación al fenómeno de apop-
tosis celular (24, 31). Se ha descripto que luego de la 
formación de cristales de hielo durante la congelación 
estos pueden causar daño intracelular (25, 32, 33, 34, 35, 
36).
Las estructuras celulares tienen diferente suscep-
tibilidad frente a distintas condiciones subóptimas o 
fisicoquímicas causantes de estrés celular hecho que 
varía entre las especies, y que podría determinar las 
diferencias en el tipo de alteración que se presenta en 
mayor cuantía (13). Así mismo se ha demostrado que la 
membrana que rodea la cabeza difiere en estructura y 
permeabilidad de la membrana que rodea el flagelo, 
factor que podría explicar la diferencia en la cuantía de 
daño observada en la cola y la cabeza (37).
Así mismo, si bien existen trabajos que demuestran 
relación entre el tipo y localización del daño y el impacto 
de distintos componentes incluidos en el diluyente para 
mejorar el efecto protector (38), en el presente estudio y 
bajo las condiciones experimentales realizadas el 
agregado de DMF no aumentó el efecto protector del 
DIL. 
Debido a que los efectos de los crioprotectores son 
especie-específicos (39, 40, 41), es posible que los 
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espermatozoides felinos requieran el reemplazo de un 
mayor porcentaje de glicerol por amidas para eviden-
ciar los efectos benéficos del agregado de DMF al 
descongelado.
Podemos concluir, que el estudio ultramicroscópico 
reveló un mayor porcentaje de alteraciones en los 
espermatozoides felinos congelados-descongelados en 
comparación con los espermatozoides frescos hecho 
que muestra que el proceso de criopreservación afecta a 
la célula espermática. 
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